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Abstract ofWO0200600 

The invention relates to the use of compositions for isolating and/or stabilising nucleic acids in or from 
micro-organisms such as prokaryots, fungi, protozoa or algae. The composition comprises a cationic 
compound of general formula Y<+>R1R2R3R4 X' as an essential constituent; wherein Y can represent 
nitrogen or phosphorus; R1 , R2, R<3> and R4 can independently represent an unbranched or branched 
C1-C20 alkyi radical and/or a C6-C20 aryl radical and a C6-C26 aralkyi radical; and X' can represent an 
anion pertaining to an inorganic or organic, monobasic or polybasic acid. 
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(57) Abstract: The invention relates to the use of compositions for isolating and/or stabilising nucleic acids in or from micro-organ- 
isms such as prokaryots, fungi, protozoa or algae. The composition comprises a cationic compound of general formula Y+RiRjRjILt 
X' as an essential constituent; wherein Y can represent nitrogen or phosphorus; Ri, Rj, R^ and R4 can independently represent an 
unbranched or branched C1-C20 alkyl radical and/or a Ce-Cjo aryl radical and a C6-C26 aralkyl radical; and X' can represent an anion 
pertaining to an inorganic or organic, monobasic or polybasic acid. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Kompositionen zur Isolierung und/oder Stabili- 
sierung von Nuckleinsauren in bzw. aus Mikroorganismen - wie Prokaryonten, Pilzen, Protozoen oder Algen. Die Komposition 
umfaSt als einen wesentlichen Bestandteil eine kationische Verbindung der allgemeinen Formel Y+R1R2 R3R4 X" worin, Y Stickstoff 
oder Phosphor, Ri, R2, R3 und R4 unabhangig voneinander einen unverzweigten oder verzweigten Ci-Czo-Alkylrest und/oder einen 
C6-C2o-Arylrest sowie einen C6-C26-Aralkylrest und X" ein Anion einer anorganischen oder organischen, ein- oder mehrbasischen 
Saure bedeuten konnen. 
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Verwendung von Kompositionen aus kationischen Verbindungen und 
Protonendonoren zur Stabilisierung und/oder Isoliemng von Nukleinsauren in bzw. 
aus Mikroorganismen - wie Prokarvonten. Pilzen. Protozoen oder Aloen 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue Verwendung von Kompositionen die als 
einen wesentlichen Bestandteil eine kationisclie Verbindung der allgemeinen 
Forme! 

Y*RiR2R3R4 X 
worin 

Y Stickstoff Oder Phosphor 

Ri, R2, R3 und R4 unabhangig voneinander einen unverzweigten oder verzweigten 
Ci-Cao-Alkylrest und/oder einen Ce-Cao-Arylrest sowie einen Cy-Cae-Araikylrest und 

X" ein Anion einer anorganisohen oder organischen, ein- oder mehrbasischen 
Saure 

bedeuten konnen 

und mindestens einem Protonendonor als Additiv zur Stabilisierung und/oder 
Isolierung von RNA und/oder DNA aus Mikroorganismen - wie Prokaryonten, 
Pilzen, Protozoen oder Algen. 

Bevorzugt sind Kompositionen, in denen die kationische Verbindungen aus einem 
Ammoniumsalz besteht, in dem Ri einen hoheren Alkylrest - vorzugsweise mit 12, 
14 Oder 16 - Kohlenstoffatomen und R2, Rsund R4jeweils eine Methylgruppe 
bedeutet. 

Bevorzugt sind weiterhin Kompositionen, in denen Ri eine Aralkylgruppe - 
vorzugsweise eine Benzylgruppe -, R2 einen hoheren Alkylrest - vorzugsweise mit 
12, 14 Oder 16 Kohlenstoffatomen - und Rsund R4 eine Methylgruppe bedeutet. 
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Als Anionen werden Bromid, Chlorid, Phosphat, Sulfat, Formiat, Acetat, Propionat, 
Oxalat, Malonat oder Succinat bevorzugt. 

CrCe-Alkyl steht im ailgemeinen fur einen verzweigten oder unverzweigten 
Kohlenwasserstoffrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatom(en), der gegebenenfalls mit 
einem oder mehreren Halogenatom(en) - vorzugsweise Fluor - substituiert sein 
kann, die untereinander gleich oder verscliieden sein konnen. Als Beispiele 
seien foigende Kohlenwasserstoffreste genannt: 

MeXhy\, Ethyl, Propyl, 1 -Methylethyl (iso-Propyl), Butyl, 1-Methylpropyl, 2- 
Methylpropyl, 1,1-Dlmethylethyl, n-Pentyl, 1 -Methylbutyl, 2-Methylbutyl, 3- 
Methylbutyl, 1,1-DimethyIpropyl, 1 ,2-Dinnethylpropyj, 2,2-Dimethylpropyl, 1- 
Ethylpropyl, Hexyl, 1 -Methylpentyl, 2-Methylpentyl, 3-Methylpentyl, 4-Methylpentyl, 
1,1-DimethylbutyI, 1 ,2-Dimethylbutyl, 1 ,3-Dimethylbutyl, 2,2-Dimethylbutyl, 2,3- 
Dimethylbutyl, 3,3-Dimethylbutyl, 1 -Ethylbutyl, 2-Ethylbutyl, 1,1,2-Trimethylpropyl, 
1 ,2,2-Trimethylpropyl, 1 -Ethyl-1 -methylpropyl und 1-Ethyl-2methyl-propyl. 

Hoherer Alkylrest steht fur einen verzweigten oder unverzweigten C7-C20- 
Alkylrest der gegebenenfalls mit einem oder mehreren Halogenatom(en) - 
vorzugsweise Fluor - substituiert sein kann, die untereinander gleich oder 
verschieden sein konnen. Als Beispiele seien foigende Kohlenwasserstoffreste 
genannt: verzweigtes oder unverzweigtes Heptyl, Octyl, Nonyl, Decyl, Undecyl, 
Dodecyl, Tetradecyl, Hexadecyl, Dodecadecyl und Eicosyl. 

Cs-Ce-Alkenyl steht im ailgemeinen fur einen verzweigten oder unverzweigten 
Kohlenwasserstoffrest mit 3 bis 6 Kohlenstoffatom(en), mit einer oder ggf. 
mehreren Doppelbindungen, der gegebenenfalls mit einem oder mehreren 
Halogenatom(en) - vorzugsweise Fluor - substituiert sein kann, die 
untereinander gleich oder verschieden sein konnen. Als Beispiele seien 
foigende Kohlenwasserstoffreste genannt: 

2-Propenyl (Allyl), 2-Butenyl, 3-Butenyl, 1 -Methyl-2-propenyl, 2-Methyl-2-propenyl, 
2-P6ntenyl, 3-Pentenyl, 4-Pentenyl, 1-Methyl-2-butenyl, 2-Methyl-2-butenyl, 
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3-Methyl-2-butenyl, 1 -Methyl-3-butenyl, 2-Methyl-3-butenyl, 3-Methyl-3-butenyl, 1,1- 
Dimethyl-2-propeny!, 1 ,2-Dimethyl-2-propenyl, 1 -Ethyl-2-propenyl, 2-Hexenyi, 3- 
Hexenyl, 4-Hexenyl, 5-Hexenyl, 1-Methyl-2-pentenyl, 2-Methyl-2-pentenyl, 3- 
Methyl-2-pentenyl, 4-Methyl-2-pentenyl, 1 -Methyl-3-pentenyl, 2-Methyl-3-pentenyl, 
3-Methyl-3-pentenyl, 4-IVlethyl-3-pentenyl, 1 -MethyJ-4-pentenyl, 3-Methyl-4- 
pentenyl, 4-Methyl-4-pentenyl, 1 ,1 -Dimethyl-2-butenyl, 1 ,1 -Dimethyl-2-butenyl, 1,1- 
Dimethyl-3-butenyl, 1 ,2-Dimethyl-2-butenyl, 1 ,2-Dimethyl-3-butenyl, 1 ,3-Dimethyl-2- 
butenyl, 1 ,3-Dimethyi-3-butenyl, 2,2-Dimethyl-3-butenyl, 2,3-Dimethyl-2-Butenyl, 
2,3-Dimethyl-3-butenyl, 1 -Ethyl-2-butenyl, 1 -Ethyl-3-butenyl, 2-Ethyl-1 -butenyl, 2- 
EthyI-2-butenyl, 2-Ethyl-3-butenyl, 1,1,2-Trimethyl-2-propenyl, 1-Ethyl-1-methyl-2- 
propenyi und 1-Ethyl-2-methyl-2-propenyl. 

Cs-Ce-Alkinyl steht im allgemeinen fur einen verzweigten oder unverzweigten 
Kohlenwasserstoffrest mit 3 bis 6 Kohlenstoffatom(en), mit einer oder ggf. 
mehreren Dreifachbindungen, der gegebenenfalls mit einem oder mehreren 
Halogenatom(en) - vorzugsweise Fluor - substituiert sein kann, die 
untereinander gleich oder verschieden sein konnen. Als Beispiele seien 
folgende Kohlenwasserstoffreste genannt: 

2-Propjnyl (Propargyl), 2-Butinyl, 3-Butinyl, 1-Methyl-2-propinyl, 2-Metliyl-2-propinyl, 
2-Pentinyl, 3-pentinyl, 4-Pentinyi, 1 -Methyl-2-butinyl, 2-Methyl-2-butinyl, 3-l\/lethyl-2- 
butinyl, 1 -Methyl-3-butinyl, 2-l\/lethyl-3-butinyl, 3-Metliyl-3-butinyl, 1,1-Dimethyl-2- 
propinyl, 1 ,2-Dimethyl-2-propinyl, 1 -Ethyl-2-propinyl, 2-Hexinyl, 3-Hexinyl, 4- 
Hexinyl, 5-Hexinyl, 1 -IVIethyl-2-pentinyl, 2-Methyl-2-pentinyl, 3-Methy)-2-pentlnyl, 4- 
l\/lethyl-2-pentinyl, 1 -Methyl-3-pentinyl, 2-Metliyl-3-pentinyl, 3-Metliyl-3"pentinyl, 4- 
Metliyl-3-pentinyl, 1 -Metliyl-4-pentinyl, 3-Methyl-4-pentinyl, 4-Metliyl-4-pentinyl, 1,1- 
Dimethyi-2-butinyl, 1 ,1 -Dimethyl-2-butinyl, 1 ,1 -Dimethyl-3-butinyl, 1 ,2-Dimethyl-2- 
butinyl, 1 ,2-Dimetliyi-3-butinyl, 1 ,3-Dimethyl-2-butinyl, 1 ,3-Dimetliyl-3-butinyl, 2,2- 
Dimethyl-3-butinyl, 2,3-Dimethyl-2-butinyl, 2,3-Dimetliyl-3-butinyl, 1 -Ethyl-2-butinyl, 
1-Ethyl-3-butinyl, 2-Ethyl-1 -butinyl, 2-Etiiyl-2-butinyl, 2-Etliyl-3-butinyl, 1,1,2- 
Trimethyl-2-propinyl, 1-Ethyl-1-methyl-2-propinyl und 1 -EthyI-2-methyl-2-propinyi. 
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Aryl steht - steht sofern nicht anders definiert - fur einen aromatischen ein- oder 
mehrkemigen Rest mit 4 bis 22 C-Atomen, der ggf. ein oder zweit Heteroatome 
enthalten kann. Als Beispiele seien genannt: Phenyl, Naplithyl, Anthracyl bzw. 
Pyrol, Furan, Tliiophen, Pyridin, Pyridazin, Pyrimidin oder Pyrazin, und der ggf. 
durch Halogen (F, CI, Br, J) - vorzugsweise Fluor- oder durch eine Alkyigruppe 
unabhangig voneinander ein- oder mehrfach substituiert sein kann. 

AralkyI bedeutet einen ein oder mehrkemigen Arylrest im Sinne der vorstehenden 
Definition der uber eine Ci-Ce-Alkylen-, Cs-Ce-Alkenylen- oder eine Ca-Ce- 
Alkinylenbrucke, fur welche die Definition der Ci-Ce-AlkyI-, Cs-Ce-Akenyl und Ca-Ce- 
Alkinylgruppen entsprechend gelten, an die kationische Partialstruktur gebunden 
ist. Im Sinne der vorliegenden Erfindung wird die Benzylgruppe bevorzugt. 

Als Gegenionen X" eignen sich bevorzugt alle Anionen von 
Halogenwasserstoffsauren oder Anionen ein- oder zweibasischer organischer 
Sauren wie Acetat oder Oxalat, Malonat, Succinat oder Citrat. 

Als Protonendonoren im Sinne der vorliegenden Erfindung sind in erster Linie 
gesattigte aliphatische Monocarbonsauren, ungesattigte Aikenyi-carbonsauren, 
gesattigte und/oder ungesattigte aliphatische Ca-Ce-Dioarbonsauren, aliphatische 
Ketocarbonsauren oder Ketodicarbonsauren sowie Aminosauren neben 
Mineralsauren oder deren Saize allein oder in Kombination geeignet. Dabei konnen 
alle genannten organlschen Sauren in unsubstituierter Form oder als substituierte 
Derivate eingesetzt werden, worunter - sofern nicht anders angegeben - die 
unsubstituierten oder ein bzw. mehrfach durch Hydroxyi-Gruppen substituierten 
Derivate bevorzugt werden. 

Als gesattigte aliphatische Monocarbonsauren im Sinne der vorliegenden Erfindung 
werden neben Ameisensaure vorzugsweise CrCe-Alkyl-carbonsauren verstanden, 
worunter Essigsaure, Propionsaure, n-Buttersaure, n-Valeriansaure, 
Isovaleriansaure, Ethyl-methyl-essigsaure (2-Methyl-buttersaure), 2,2- 
Dimethylpropionsaure (Pivalinsaure), n-Hexansaure, n-Octansaure, n-Decansaure 
sowie n-Dodecansaure (Laurinsaure) bevorzugt werden. Daneben konnen auch die 
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sich von den genannten Sauren sich ableitenden Ketocarbonsauren VenA^endung 
finden. 

Als ungesattlgte Alkenyl-carbonsauren im Sinne der Erfindung seien beispieisweise 
Acrylsaure (Propensaure), Methacrylsaure, Crotonsaure, iso-Crotonsaure sowie 
Vinylessigsaure genannt. 

Bevorzugt im Sinne der vorliegenden Erfindung sind gesattigte aliphatische Ca-Ce- 
Dicarbonsauren, wie zum Beisplel Oxalsaure, Malonsaure, Bersteinsaure, 
Glutarsaure oder Adiplnsaure, worunter Oxalsaure und Bersteinsaure ganz 
besonders bevorzugt werden. 

Besonders bevorzugt werden zur Losung der erfidungsgemaBen Aufgabe 
aliphatische Hydroxi-di- und -trioarbonsauren eingesetzt, worunter Tartronsau re, D- 
(+)-, L-(-)- Oder DL-Apfelsaure, (2R, 3R)-(+)-Weinsaure, (2S, 3S)-{-)-Weinsaure, 
meso-Weinsaure und Citronensaure ganz besonders bevorzugt werden. 

Zur Losung der vorliegenden Aufgabe eigenen sich daneben auch ungesattigte 
Dicarbonsauren wie Malein- oder Fumarsaure oder ungesattigte Trioarbonsauren, 
wie zum Beispiel Aconitsaure. 

im Sinne der vorliegenden Erfindung konnen jedoch auch aliphatische 
Ketodicarbonsauren als Additive eingesetzt werden, wie z. B. Mesoxalsaure und 
Oxalessigsaure, worunter Oxalessigsaure ganz besonders bevorzugt wird. 

Des weiteren konnen im Sinne der vorliegenden Erfindung Aminosauren eingesetzt 
werden, worunter a-Aminosauren - wie z. B. Aminoessigsaure (Glycin), a- 
Aminopropionsaure (Alanin), a-Amino-/so-valeriansaure (Valin), a-Amino-/so- 
capronsaure (Leucin) und a-Amino-p-methylvaleriansaure (Isoleucin) bevorzugt 
werden. Besonders bevorzugt findet dabei Glycin Verwendung. 

Die genannten Protonendonoren konnen als Einzelsubstanzen bzw. in Form der 
reinen Stereoisomeren als auch in Mischungen eingesetzt werden. 
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Als weitere Additive konnen im Sinne der vorliegenden Erfindung ebenfalls 
Mineralsauren und deren Saize elngesetzt werden. Bevorzugt kommen dabei deren 
Saize von IVlineralsauren - wie Phosphorsaure oder Sciiwefelsaure - mit 
Alkalimetallen oder deren Ammoniumsaize zur Anwendung. Besonders bevorzugt 
finden dabei Phosphorsaure und Ammoniumsulfat Venwendung. 

Tab. 1 



Bezeichnung 


Forme! 


Essigsaure 


CH3-COOH 


Oxalsaure 


HOOC-COOH 


IVialonsaure 


HOOC-CH2-COOH 


Tartronsaure 


HOOC-CHOH-GOOH 


Bernsteinsaure 


HOOG-GH2-CH2-COOH 


Apfelsaure 


HOOG-GHOH-GH2-GOOH 


Weinsaure 


HOOC-GHOH-GHOH-COOH 


Glutarsaure 


HOOC-GH2-GH2-CH2-COOH 


Adipinsaure 


HOOG-GH2-GH2-CH2-CH2-GOOH 


Zitronensaure 


HOOC-GH2-GOHGOOH-GH2-GOOH 


iVlaleinsaure 


HOOG-GH=CH-COOH 


Oxalessigsaure 


HOOG-GO-CH2-GOOH 


Glycin 


H2N-GH2-GOOH 



Das Addltiv kann in untersohiedlichen Konzentrationen in der Komposition 
vorliegen. Des weiteren ist auoh der Einsatz von Kombinationen verschiedener 
Additive moglich. - Dabei konnen in Abhangigkeit von der Natur des Additivs sich 
andere Konzentrationsbereiche als vortellhaft enwelsen . Daneben ist auoh der 
Einsatz von Kombinationen verschiedener Additive moglich. 

Die kationische Verbindung weist in der wasserigen Losung der Komposition eine 
Konzentratlon in einem Bereich 0,01 % (w/v) und Sattigung, bevorzugt zwischen 0,1 



wo 02/00600 PCT/EPOl/07281 

7 

% und 1 0 % (w/v) und Sattigung und besonders bevorzugt zwischen 0,5 und 8 % 
(w/v) und ganz besonders bevorzugt zwischen 2 und 6 % (w/v) auf. 

Derartige Kompositionen werden in der Beschreibung der Deutschen 
Offeniegungsschrift 1 00 31 236, die der vorliegenden Patentanmeldung ais 
Prioritatsanmeldung zugrundeliegt, sowie in den Patentanspruohen 1 bis 17 
offenbart. 

NaturgemaB werden bei der Zugabe einer Losung von kationisoher Verbindungen 
und Additiv die jeweiligen optimaien Konzentrationen durcli das jeweilige Volumen 
der biologischen Probe und das Volumenveriiaitnis durcli das Volumen der 
Stabilisierungslosung und das der biologischen Probe bestimmt. 

Ais Nul<ieinsauren werden im Sinn der vorliegenden Erfindung - sofern nicht anders 
angegeben - Nul<ieinsauren im breiteren Sinne verstanden, so z.B. 
Ribonul<leinsauren (RNA) die auch Desoxyribonukleinsauren in alien Langen oder 
Konfigurationen - wie Doppelstrang, Einzelstrang, ciroulare und lineare DNA 
umfassen sowie alle mogliohen Unterarten, wie z.B. monomere Nukleotide, 
Oligomere, Plasmide, bakterielle DNA und RNA in prozessierter und 
unprozessierter Form. 

Ais biologische Probe konnen Lebensmittelproben oder Umweltproben, die freie 
Oder gebundene Nukleinsauren oder Nukleinsaure-haltige Mikroorganismen im 
Sinne der Erfindung enthalten - wie z. B. Organismen (Ein- oder Mehrzeller; 
Insekten etc.), Pflanzen und Pflanzenteile, Bakterien, Viren, Hefen und andere Pilze 
Oder Prokaryonten - eingesetzt werden. 

Des weiteren konnen ais biologische Probe, welche die Mikroorganismen im Sinne 
der vorliegenden erfindung enthalt, Plasma, Korperflussigkeiten, wie beispielsweise 
Blut, Serum, Zellen, Leukozytenfraktionen, Crusta Phlogistica, Sputum, Urin, 
Sperma, Faeces, Abstriche, Punktate, Gewebeproben jeder Art - wie z. B. Biopsien 
-, Gewebeteile und Organe, Lebensmittelproben, die freie oder gebundene 
Nukleinsauren oder Nukleinsaure-haltige Zellen enthalten, ais Ausgangsmaterial 
dienen. 
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Abgesehen davon ist es moglich, Nukleinsauren, die aus den oben genannten 
bioiogoischen Proben stammen und die eukaryontischer Herkunft sind, mit den 
erfindungsgemaSen Kompositionen zu stabilisieren. So ist es moglich, die in der 
Deutschen Patentanmeldung 100 31 236 (Seite 6, zweiter Absatz der ursprunglich 
eingereichten Unterlagen) genannten Materialen eukaryontisohen Charakters 
gemaB der Lehre der vorliegenden Erfindung zu isolieren bzw. stabilisieren. Auf 
diese Weise laBt sich gemaB der Lehre der vorliegenden Erfindung Nukleinsaure 
eukaryontischer Herkunft, wie zum Beispiel aus Blut, Sputum oder Knoohenmark - 
wie den Beispielen 1 bis 15 sowie den Figuren 1 bis 15 der Deutschen 
Patentanmeldung 100 31 236 offenbart, auf die hiermit inhaltlich Bezug genommen 
wird - zu entnehmen ist, erfolgreich stabilisieren. 

Das Additiv kann in unterschiedlichen Konzentrationen in dem 
Stabiiisierungsreagenz vorliegen; beispielsweise kann es in Mischungen der 
Stabilisierungslosung mit Blut in einem Volumenverhaltnis von 1:1 - bevorzugt 3:1 in 
einer Konzentration von 50mM bis zur Sattigung , bevorzugt 1 00 bis 1 M und 
besonders bevorzugt in einer Konzentration von 200 - 500 mM zugegen sein. 
Dabei konnen in Abhangigkeit von der Natur des Additivs sich andere 
Konzentrationsbereiche als vorteilhaft erweisen . Daneben ist auch der Einsatz von 
Kombinationen verschiedener Additive moglich. 

Die kationlsche Verbindung weist in der wasserigen Losung der Komposition eine 
Konzentration in einem Bereich 0,01 Gew.-% und Sattigung, bevorzugt zwischen 
0,1 Gew.-% und Sattigung und besonders bevorzugt zwischen 0,5 Gew.-% und 15 
Gew.-% und ganz besonders bevorzugt zwischen 2 Gew.-% und 10 Gew.-% auf. 

NaturgemaB werden bei der Zugabe einer Losung von kationischer Verbindungen 
und Additiv die jeweiligen optimalen Konzentrationen durch das Voiumen der 
biologischen Probe und das Volumenverhaltnis von Stabilisierungslosung zur 
biologlschen Probe bestimmt. 

Der pH-Werl der Mischung aus kationischer Verbindung und Additiv - vor dem 
Mischen mit der Probe - kann in Abhangigkeit von der Probe im allgemeinen uber 
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einen welten pH Bereich (pH 2 bis 12) variiert werden und liegt bevorzugt in einem 
Intervall von pH 2 bis pH 10 und besonders bevorzugt in einem intervall von pH 3 
bis 8. Dabei ist der bevorzugte pH-Bereich abhangig von der eingesetzten 
biologischen Probe. - Fur Biut, Plasma und Serum ist ein pH-Wert in einem Bereich 
zwisclien pH 2 und pH 6 und besonders zwisclien pH 3 und pH 4 bevorzugt. 

Der pH-Wert der IViischung aus kationischer Verbindung und Additiv kann in 
Abhangigkeit von der Probe die Stabilisierung und/oder Isolierung von 
Nukieinsauren in bzw. aus Mikroorganismen - wie Prokaryonten, Pilzen, Protozoen 
Oder Algen - vorgeselien ist, im allgemeinen uber einen weiten pH Bereich (pH 2 
bis 12) variiert werden und iiegt bevorzugt in einem intervall von pH 2 bis pH 8 und 
besonders bevorzugt in einem Intervall von pH 2 bis 5. Dabei ist der bevorzugte pH- 
Bereich abhangig von der eingesetzten Probe. 

Fur biologische Proben, wie andere zellulare Korperflussigkeiten auBer Blut, 
Plasma und Serum, oder z. B. Bakterien, Punktate, Zellen, Gewebe und weiterer 
biologischer Proben - wie oben beschrieben - liegt der pH-Wert in der 
Stabilisierungslosung bestehend aus kationischer Verbindung und Additiv bevorzugt 
in einem Bereich von pH 3 bis pH 10 und besonders bevorzugt in einem Intervall 
von pH 4 bis pH 8. Dabei ist bei alien pH-Angaben der pH-Wert vor dem Mischen 
mit der biologischen Probe zu verstehen. 

Zur Stabilisierung von Nukieinsauren in biologischen Proben kann die Probe mit 
einer Losung, welche die kationische(n) Verbindung(en) und Additive enthalt, 
vermischt werden. Dabei ist ein Zugabevolumen von 0,1 bis 10.000 Volumen der 
biologischen Probe moglich; bevorzugt wird ein Zugabevolumen in einem Bereich 
von 1 bis 1000 und ganz besonders bevorzugt in einem Inten/all von 1 bis 100 
Volumen. In Abhangigkeit von der Art der Probe - wie beisplelsweise Proben aus 
f einen Nadelbiopsien oder Niedrigzellkulturen konnen jedoch u.U. auch wesentllch 
hohere Volumina in Frage kommen 

Ebenso konnen die oben genannten kationischen Verbindungen und Additive auch 
als Feststoff zugesetzt werden, wenn die biologische Probe selbst Flussigkeit zur 
Losung des Feststoffes enthalt (wie z. B. zellhaltige Korperflussigkeiten, Zellen in 
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Medium, Urin) oder Flussigkeit, z. B. Wasser, zur Losung des Feststoffes hinzu 
gegeben wird. Die Zugabe als Feststoff bietet den Vorteii, da(3 Feststoffe meist 
chemisch stabiler sind und ihre Zugabe zur Probe oft einfacher durciifuhrbar ist. 

Daruber hinaus ist insbesondere bei sehr kompakten biologischen Proben, wie 
beispielsweise Geweben, eine Zerkleinerung bzw. Homogenisation der Probe in der 
Stabillsierungslosung bzw. vor Mischung mit der Stabilisierungslosung moglioh, urn 
durch z. B. mechanische, cliemische, physikalisolie oder enzymatisciie Einwirkung 
auf die Probe die Freisetzung der Nukleinsauren oder einzelner Zellen bzw. 
Zellverbande durch Zerstorung einer kompakten Probe zu unterstutzen. Eine 
meclianische Einwirkung kann z. B. mit einem elektrischen Messer, einer 
Kugelmiihle oder durch Pressen durch eine Spritze geschehen, wahrend sich 
geeignete Enzyme zur Einwirkung auf die Probe beispielsweise Hydrolasen, 
Proteasen oder Lipasen anbieten. 

Daneben kann die Probe auf rein physikalischem Wege - beispielsweise mittels 
Ultraschall - vorbehandelt werden. 

Die Vorbehandlung kann des weiteren auf chemischen Wege - entweder allein oder 
in Kombination mit rein physikalischen Methoden - erfolgen. Als Mittel zur 
Unterstutzung der Lyse konnen z. B. aliphatische Alkohole - insbesondere 
/sopropanol - oder Aldehyde bzw. Dialdehyde - wie z. B. Glyoxal - oder auch 
Phenole oder Phenolderivate - wie z. B, 2-Biphenylol oder ionische, zwitterionische 
und nicht-ionische Verbindungen, - wie z. B. Sulfhydryl - oder reduzierende 
Reagenzien - wie z. B. Dithiothreitol und B-Mercaptoethanol - oder 
Phosphorsaurederivate - wie z. B. Tributylphosphat - oder aber chaotrope 
Reagenzien, wie z. B. Harnstoff, Guanidinium-thiocyanat oder Guanidinium- 
hydrochlorid - oder Saize einzein oder in Kombination verwendet werden. 

Weitere Moglichkeiten zur mechanischen, chemischen, physikalischen oder 
enzymatischen Einwirkung auf Proben sind dem Fachmann bekannt und sollen hier 
umfaBt sein. 
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Die Lagerung des Probenmaterials kann - den jeweiligen Bedurfnissen folgend - 
uber langere Zeitraume, wie z. B. von 1 bis zu 14 Tage oder ianger, bei 
Raumtemperatur aber aucli bei eriioliten Temperaturen, wie z. B. 40°C oder mehr, 
und aucli bei emiedrigten Temperaturen wie z. B. 4°C oder -20°C oder weniger 
erfolgen. 

Im AnschluB an die Lagerung der biologisciien Probe in der Losung der o. g. 
Verbindungen konnen entweder direkt Nukleinsaure-Analysetecliniken 
angesclilossen werden, oder es kann eine Aufreinigung der Nukleinsauren aus der 
Probe stattfinden. 

Zum teclinologischen Hintergrund der Erfindung: 

Die Untersuchung von RNA-Expressionsmustern bei IVlikroorganismen mittels 
molekularbiologischer iVletlioden wie z. B. quantitative RT-PCR, NASBA, bDNA- 
Technolgoie oder Biochips und Nortliern Blotting findet Anwendung in der 
Grundlagenforschung bei der Analyse von Genexpressionen bei Prooaryonten, 
sowie bei Protozoen, Pilzen und Algen und eriangt zudem wachsende Bedeutung 
beispieisweise in der medizinischen Diagnostik bei der Identifizierung von 
mikrobiellen Krankheitserregern, in der pharmazeutischen Industrie bei der 
Entwicklung und Evaluierung von Arzneimittein, in der Biotechnologie bei der 
Herstellung rekombinanter Proteine fur Forschung und therapeutisohe 
Anwendungen, in der Okologie und Populations-Biologie oder auch in der 
Lebensmittelanalytik beim Nachweis von Verseuchungen mit Mikroorganismen. 

Dabei besteht die Schwierigkeit, daB die Organismen zur Isolierung der 
Nukleinsauren aus ihrer naturlichen Umgebung zur Gewinnung der zu 
untersuchenden Zellen entfernt werden und zum Ort der Isolierung der 
Nukleinsauren transportiert werden mussen. Dabei besteht die groBe Gefahr, daB 

sich die RNA-Profile, aber auch die DNA verandern. Dies wurde zu falschen 
Diagnosen bzw. Analysen z. B. von Genexpressionen in Bakterienkulturen oder z. 
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B. auch in der medizinischen/klinischen Diagnostik bel der auf der Analyse von 
Nukleinsauren basierenden Untersuchung von infiziertem Patientenmaterial (z. B. 
Proben aus Entzundungsherden) oderauch von mit Bakterien, Pilzen, Protozoen 
Oder Algen verseuohten Lebensmittein fuhren. In Lebensmittelproben oder 
klinischen Proben aus Patienten konnen die iVIikroorganismen sogar absterben und 
somit die Nukleinsauren, besonders die RNA vollstandig abgebaut werden. Daher 
ist es von groBter Bedeutung, daB die Nukleinsauren, besonders die RNA 
unmittelbar bei der Entnahme der Probe stabilisiert werden. 

Bine Besonderheit der Bakterien liegt in der extrem schnellen Anpassung ihrer 
Genexpression an die Milieubedingungen. Die daraus resultierenden kurzfristigen 
Anderungen der Genexpressionsmuster sind moglich aufgrund sehr kurzer 
Halbwertszeiten der zellularen mRNAs in Bakterien sowie deren Fahigkeit innerhalb 
weniger Sekunden oder Minuten neue RNA-Transkripte zu synthetisieren. Diese 
Anpassungsmechanismen stellen bei der Analyse prokaryontischer RNA- 
Expressionsmuster eine Schwierigkeit dar, da bereits wahrend der Ernte der Zellen 
und der Prozedur der RNA-Praparation eine Veranderung der RNA- 
Expressionsmuster auftreten kann. Somit wurde in nachfolgenden-Analysen nicht 
mehr das Expressionsmuster unter den definierten experimentellen 
Kulturbedingungen betrachtet, sondern ein RNA-Expressionsmuster, welches die 
Bedingungen wahrend der Ernte, der Lyse oder der nachfolgenden Aufarbeitung 
der Zell-Lysate widerspiegelt. 

Daneben laBt sich die Lehre der vorliegenden Erfindung auch auf andere RNA- 
Species als mRNA, wie z. B. rRNA, snRNA, tRNA, Low Molecular Weight (LMW) 
RNA-Species aber auch auf DNA, wie z. B. genomische DNA (gDNA) anwenden. 

Klassische Methoden zur RNA-lsolierung aus Mikroorganismen - wie Prokaryonten, 
Pilzen, Protozoen oder Algen- basieren z. B. auf dem Einsatz organischer 
Losungsmittel wie Phenol und Chioroform(Trichlormethan), auf Venwendung 
chaotroper Saize oder aus Komblnationen dieser Substanzen. Bei alien bisher 
bekannten Methoden zur Nukleinsau;e-lsolierung aus Prokaryonten, Pilzen, 
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Protozoen oder Algen mussen die Zellen zunachst durch Zentrifugation oder 
Filtration aus dem Kulturmedium angereichert werden, bevor die weitere 
Aufarbeitung erfolgen kann. Wahrend dieses ersten Arbeitsschrittes kommt es in 
sehr zahlreichen Fallen in den Zellen aufgrund der veranderten Milieubedingungen 
(z.B. Temperaturanderung, mechanische Belastung durch Zentrifugation bzw. 
Filtration, veranderte Gasatmosphare etc.) zu einer Anderung des 
Genexpressionsmusters, so daB das Genexpressionsmuster der Zellen nicht die 
definierten Kulturbedingungen widerspiegelt, sondern die Bedingungen der 
Prozedur der Nukleinsaureisolierung reflektiert. Somit wird die Validitat 
nachfolgender Analysen fraglich. 

Fur die Veranderung des Expressionsmusters sind in erster Linie der unspezifische 
Abbau der RNA durch RNasen oder durch chemische Einflusse - wie 
Deprotonierung - oder der sequenzspezifische RNA-Abbau - durch RNasen, die 
spezielle Sequenzen abbauen -, verantwortlich. Daneben hat die Neusynthese von 
RNA ebenfalls einen nachteiligen und deshalb unerwunschten EinfluB. 

Haufig wird versucht, diesen EinfluB durch eine sehr schnelle Zellernte und einen 
schnellen ZellaufschluB zu minimieren, jedoch ist es auf diesem Weg nicht moglich, 
die Veranderung des Genexpressionsmusters komplett zu unterbinden. Weiterhin 
wird somit die gleichzeitige Aufarbeitung groBerer Probenzahlen unmoglich. Zudem 
wurde ein enzymatischer ZellaufschluB haufig vermieden, well dieser nur vor der 
Zugabe organischer Losungsmittel oder konzentrierter chaotroper Salzlosungen 
moglich war, und mindestens 3 Minuten Zeit beansprucht. Somit ware wahrend 
eines enzymatischen Zellaufschlusses gleichzeitig eine enzymatische RNA- 
Degradierung sowie eine RNA-Neusynthese moglich, wodurch das 
Genexpressionsmuster der Zellen verandert worden ware. Aus diesem Grund war 
es fiir nachfolgende Genexpressionsanalysen stets nachtellig, einen enzymatischen 
ZellaufschluB durchzufuhren. 

Eine weitere Schwierigkeit bei der Nukleinsaure-lsolierung (RNA und DNA) aus 
Prokaryonten, Pilzen, Algen und auch Protozoen besteht in der Lyse der Zellen, da 
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hierzu die Zellwand aufgesch lessen werden muB. Eine verbreitete Methode besteht 
z. B. im Verdau des Mureins in der prokaryontischen Zellwand mit dem Enzym 

Lysozym; alternativ konnen jedoch auch andere Enzyme eingesetzt werden wie 
Z.B, Lysostaphin oder Proteinasen. Wahrend des Verdaus mussen in der zu 
bearbeitenden Probe Bedingungen vorliegen, die die enzymatische Aktivitat des 
entsprechenden Enzyms gewahrleisten. Gleichzeitig eriauben solche Bedingungen 
meist aber auch eine Spaltung der bakteriellen mRNA durch RNasen oder die 
chemische Hydrolyse der Nukleinsauren, so daB liaufig degradierte Nukleinsauren 
aus den entsprechenden Praparationen resultieren. Weiterhin kann nicht 
ausgeschlossen werden, daB wahrend dieses enzymatischen Aufschlusses der 
Zellen die Synthese von Nukleinsauren stattfindet, wodurch zusatzlich das RNA- 
Expressionsmuster verandert wurde. 



Zur Aufgabe der vorliegenden Erfindung: 

Die allgemeine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, die geschilderten 
und aus dem Stand derTechnik bekannten Nachteile zu vermeiden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt demgemaB die Aufgabe zugrunde, bei der 
Nukleinsaure-isoiierung aus Mikroorganismen wie Bakterien, Pilzen - wie z.B. 
Hefen -, Protozoen oder Algen eine aufarbeitungsbedingte Anderung des 
Genexpressionsmusters zu vermeiden, so daB das Genexpressionsmuster der 
Zellen die definierten Kulturbedingungen oder die Bedingungen in der 
urspriinglichen Probe, wie z. B. einer Patienten- oder Lebensmittelprobe, 
widerspiegelt, nicht die durch die Bedingungen der Zellernte bzw. der Prozedur der 
Nukleinsaureisolierung hervorgerufenen Veranderungen, urn somit die Validitat der 
ggf. nachfolgenden Analysen zu sichern. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, die zeitlich 
parallele Aufarbeitung groBerer Probenzahlen zur Isolierung von RNA und DNA zu 
ermoglichen. 
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Der voriiegenden Erfindung liegt daneben die Aufgabe zugrunde, eine Komposition 
in Form einer Stabilisierungslosung bereit zu stellen, deren Bestandteile nicht 
gesundheitsschadlich sind und damit z. B. auch fur eine Stabilisierung von RNA 

und/oder DNA in biologischem Probenmaterial wahrend des Transportes vom Ort 
der Entnaiime zu einem Labor ofine Gesundiieitsgefahren - wie sie z.B. bei der 
Verwendung von Plienol erwachsen - fur das mit der Probenbearbeitung befaBte 
Personal eingesetzt werden l<ann. 

Die Leiire der voriiegenden Erfindung ist unter den Prokayonten - neben den 
Arcliaebal<terien (wie z.B. Methanothermobacter marbirgensis) - insbesondere auf 
die Eubakterien anwendbar. Unter die Eubakterien fallen Gram-positive wie auch 
Gram-negative Bakterien, wie auch Phototrope Bakterien bzw. Clamydien, 
Mycoplasma (wie z.B. Mycoplasma penetrans), Rikettsien, Spirillen und 
Spirochaeten (wie z. B. Borrelia burgdorferi), auf die sich die erfindungsgemaBe 
Lehre anwenden laBt. 

Unter den Gram-positiven Eubakterien sind insbesondere Bacillus (wie z.B. 
Bacillus subtilis), Staphylococcus (wie zum Beispiel Staphylococcus aureus oder 
Staphylococcus epidermis), Streptomyces (wie zum Beispiel Streptomyces 
coelicotor oder Streptomyces lividans), Flavobakterium (wie zum Beispiel 
Flavobakterium johnsoniae), Mycobakterium (wie zum Beispiel Mycobakterium 
avium) oder Streptococcus zu nennen. 

Des weiteren ist die Lehre der voriiegenden Erfindung auf folgende Gram-positive 
Eubakterien anwendbar: 

Glostridien (wie z. B. 0. difficile, 0. tetani und C. perfringens) 

Lysteria 

Peptococcus 

Peptostreptococcus 

Enterococcus 

Gorynebacterium (wie z. B. 0. diphteriae oder C. glutamicum) 
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Propionibakterium 
Lactobacillus 

Unter den Gram-negatlven Eubakterien sind insbesondere Escherichia (wie zum 
Beispiel Escherichia coli), Pseudomonas (wie zum Beispiel Pseudomonas 
aeroginosa, Pseudomonas putida oder Pseudomonas syringae), Klebsiella (wie 
zum Beispiel Klebsiella pneumoniae), Salmonella (wie zum Beispiel Salmonella 
typhimurium), Sinorhizobium (wie zum Beispiel Sinorhizobium meliloti) oder 
Camphylobaoter). 

Daneben laBt sich die Lehre der vorliegenden Erfindung auf folgende Gram- 
negative Bakterien anwenden: 

Neisseria (wie z. B. Neisseria gonorrhoae oder N. meningitidis) 

Vibrio (wie z. B. Vibrio cholerae) 

Shigella 

Serratia 

Enterobacter 

Acinetobacter 

Proteus 

Yersinia 

Brucella (wie z. B. B. abortus) 
Haemophilus (wie z. B. H. influenza) 
Bacteroides 
Campylobacter 

Helicobacter (wie z. B. H. pylori) 

Bordetella 

Legionella 

Pasteurelia 

Unter den Eukaryonten sind insbesondere zu nennen Pilze, darunter die Pilzgruppe 
der Dermatophyten, der Hefen, der Schimmelpiize und der biphasischen Pilze. 
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Unter den Hefen sind insbesondere zu nennen die Gattungen Saccaromyces (wie 
zum Beispiel Saccaromyces cerevisiae), Candida (wie z. B. Candida albicans), 
Cryptococus (wie z. B. Cryptococcus neoformans). Unter den Scliimmelpilzen sind 
insbesondere zu nennen die Gattungen Aspergillus (wie zum Beispiel Aspergillus 
fumigatus) oder Penicillium oder Mucor. 

Ferner sind als Beispiele fur Eucaryonten Algen und Protozoen - wie z. B. 
Trypanosomen, Toxoplasmen, Amoeben, Plasmodien, Flagellaten - zu nennen, auf 
die sich die Lehre der Erfindung anwendbar ist. 

Zur erfindungsgemaBen Losung der Aufgabe: 

Die vorgenannten Aufgaben der vorliegenden Erfindung werden dadurch gelost, 
da3 man eine definierte Balcterien- Pilz- , Protozoen- oder Algenkultur oder eine 
Probe, die Bakterien und/oder Pilze und/oder Protozoen und/oder Algen enthalt 
mit der Komposition - bzw. mit ihrer wasserigen Losung - umfassend eine 
kationische Verbindung der allgemeinen Formel 1 und mindestens einem 
Protonendonor - in Kontakt bringt. 

Zur anschlieBenden Zellernte und weitereh Aufarbeitung der Probe ist ein 
enzymatischer Verdau der Zellwand, z. B. des Mureingrundgerusts der bakteriellen 
Zellwand mit Lysozym moglich, wobei die Nukleinsauren in der Probe keiner 
enzymatischen oder chemischen Degradierung unterliegen bzw. keine 
Neusynthese von Nukleinsauren stattfindet, so daB eine Anderung des RNA- 
Expressionsmusters verhindert wird. 

Alternativ sind auch andere enzymatische ZellaufschluBmethoden denkbar, 
beispielsweise unter Einsatz von Lysostaphin, Proteinase K, oder auch ein 
Detergenz-vermittelter ZeilaufschluB bzw. Kombinationen der genannten 
AufschluBmethoden, auch mit mechanischen AufschluBmethoden. 
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Dabel bletet ein enzymatischer ZellaufschluR, im Gegensatz zu mechanischen 
AufschiuBmethoden - wie beispielsweise durch Einsatz einer Kugelmuhle oder des 
Zermorserns in flussigem Stickstoff prinzipiell den Vorteil, relativ gut 
automatisierbar zu sein. Des weiteren eriaubt ein enzymatischer ZellaufschluB 
einen hohen Probendurchsatz und minimiert im Vergleich zu den aus dem Stand 
derTechnik ebenfalis bekannten mechanischen ZeilaufschluB-Methoden die Gefahr 
von Kreuzkontaminationen. 

Neben dem enzymatischen ZellaufschluB von Bakterien bietet sich daneben auch 
der ZellaufschluB von Hefe-Zellen mit Hilfe von Zymolase oder Lyticase, oder auch 
ein anderer AufschluB eukaryontlscher Zellen mit Proteinase oder anderen 

Enzymen bzw. mit Hilfe von Detergenzien nach Stabilisierung der Zellen mit den 
erfindungsgemaBen Kompositionen an. 

Obwohl aus den angefiihrten Grunden prinzipiell ein enzymatischer ZellaufschluB 
vorteilhaft ist, wird dieses Verfahren fur Analysen von Genexpressionsmustern 
kaum angewendet, da wahrend dieses Arbeitsschritts bei der Durchfuhrung 
herkommlicher Praparationsmethoden eine Anderung des RNA- 
Expressionsmusters gerechnet werden muB. Die Anwendung des hier 
beschriebenen Verfahrens bietet eine Moglichkeit zur Losung dieses Problems, 
indem die RNA in den Zellen bereits vor der Zellemte stabilisiert wird. In einem 
nachfolgenden Arbeitsschritt ist ein enzymatischer ZellaufschluB mogiich, wobei 
eine enzymatische oder chemische Degradierung der RNA sowie eine Neusynthese 
unterbunden wird. 

Altemativ zu einem enzymatischen ZellaufschluB kann auch ein mechanischer, 
thermischer oder chemischer ZellaufschluB erfolgen, sowie Kombinationen aus 
einem oder mehreren der genannten AufschiuBmethoden. 

Nach der Stabilisierung und dem ZellaufschluB konnen zur weiteren Aufarbeitung 
der Probe die aus dem Stand derTechnik bekannten Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsauren auf Basis modifizierter Silica-Materialien eingesetzt werden. 
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Durch die vorliegende Erfindung wird eine Moglichkeit zur weiteren Aufarbeitung 
der Probe - beispielsweise in einer RNA-lsolierung mit Hiife organischer 
Losungsmittel, chaotroper Saize oder durcii Aussalzen der Nul<leinsauren oder 
durch Einsatz magnetisclier Partikel oder uber Hybrid-Capture-Verfahren - 
eroffnet. 

Im Vergleich zu bislierigen aus dem Stand der Technik bekannten RNA- 
Extraktionsmethoden - wie TRIzol oder RNeasy - wird durch den Einsatz der 
erfindungsgemaBen Komposition aus einem kationischem Detergenz der 
allgemeinen Fornnel I und einem Protonendonor - in Form eines Additivs, bevorzugt 
in Form einer aliphatischen Carbonsaure, besonders bevorzugt einer 
Dicarbonsaure, worunter Weinsaure ganz besonders bevorzugt wird - eine 
Ausbeute erzielt, welche derjenigen der o.a. herkommlichen Methoden 
beispielsweise um das 2- bis 3-fache ubersteigt. 

Diese hohe RNA-Ausbeute ist insbesondere vorteilhaft bei der Analyse niedrig 
exprimierter RNA-Transkripte oder solcher RNA-Transkripte, die nur von einer 
Subgruppe einer zu analysierenden Bakterienpopulation exprimiert werden. Zudem 
gibt es bisher keine praktikable Methode zur mRNA-lsolierung aus Bakterien, so 
daB man bei der Analyse bakterieller mRNAs mit einem starken Hintergrund 
anderer RNA-Species (rRNA, tRNA, snRNPs) arbeitet. Bei derartigen 
Fragestellungen ist von einer Steigerung der Sensitivitat der analytischen Verfahren 
aufgrund der gesteigerten Ausbeute auszugehen. 

Die Vorteile der Erfindung liegen insbesondere bei alien Anwendungen, in denen 
Analysen von Genexpressionsmustern in Mikroorganismen (Procaryonten, 
Protozoen, Pilzen, Algen) durchgefuhrt werden sollen. Dieses umfaBt 
beispielsweise wissenschaftliche Fragestellungen, die zum basalen Verstandnis der 
Regulation der prokaryontischer Genexpression beitragen, als auch Studien, in 
denen beispielsweise die Beziehung zwischen der Expression ausgewahlter Gene 
und der Pathogenitat von Bakterien anaiysiert wird. Letzterer Fragestellung ist 
insbesondere in der Diagnostik und zur Behandlung bakterieller Infektionen 
relevant. 
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Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet der Erfindung liegt in der 
Genexpressionsanalyse von Prokaryonten, Protozoen und Pilzen in der 
pharmazeutisclien Forschung und Entwicklung. Die Stabiiisierung z. B. 
prokaryontischer RNA-Expressionsmuster vereinfacht eriieblicli die Analyse von 
Transkriptspiegein oder kompletter Expressionsmuster etwa im Rahmen von 
Experimenten, in denen die Zeitabhangigkeit der Genexpression dargestellt werden 
soil. Weiterhin wird die Identifizierung und Quantifizierung von Spezies in 
komplexen Populationen, beispielsweise von Bakterien in einer Bodenprobe oder 
von Krankheitserregern in Proben von Patienten erheblich erleichtert. Daruber 
hinaus erstreckt sich das Anwendungspotential auch auf weitere analytische 
Bereiche wie z.B. auf die Lebensmittelanalytik. 

Durch die Stabiiisierung von Nukleinsauren mit Hilfe der erfindungsgemaBen 
Komposition aus einer oder mehreren kationischen Verbindung(en) und einem oder 
mehreren Additiv(en) wird erreicht, daB die Nukleinsauren in einer Probe aucfi bei 
langerer Lagerung oder wahrend eines Transports sich nicht verandern. Somit wird 
die Genauigkeit spaterdurciigefulirter Tests deutlich erholnt. In bestimmten Fallen, 
wenn z. B. das Probenmaterial uber weite Strecken transportiert oder langer 
gelagert werden muB - macht das erfindungsgemaBe Verfahren diese Tests naoh 
einem derartigen Zeitraum uberhaupt erst moglich. 

Die Vorteile dieser Erfindung liegen insbesondere sowohl im Bereich der 
Forschung, z. B. fur die Analyse von Transkriptspiegein, die direkt nach der 
Entnahme fixiert werden mussen, als auch im Bereich klinischer Analysen - wie z. 
B. molekulare Diagnostik -, wo Patientenproben nach der Entnahme wahrend 
Lagerung und Transport bis zur Analyse ebenfalls stabilisiert werden mussen. 

Daneben findet die Isolierung und Stabiiisierung von Nukleinsauren Anwendung in 
der Tumordiagnostik, in der Diagnostik erblich bedingter Krankheiten sowie in der 
Virusdiagnostik und dem Virus-Monitoring und der Diagnose und dem Monitoring 
anderer infektioser Erreger, sowie in der Analyse von Genexpressionsmustern. 
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Eriauterung der Figuren: 

Fig. 1 zeigt in graphischer Darstellung die Abhangigkeit der RNA-Ausbeute vom pH- 
Wert der Detergenz-Losung und vom Volumenveriialtnis zwisclien Kultur und 
Detergenz-Losung. 

Fig. 2 zeigt in graphischer DarsteiJung die Abhangigkeit der RNA-Ausbeute der 
verschiedenen Protokoll-Varianten. 

Fig. 3 zeigt in graphischer Darstellung die RNA-Ausbeute in Abhangigkeit vom 
Volumen der wasserigen Losung der erfidnungsgemaBen Verbindung. 

Fig. 4 zeigt das Ergebnis der denaturierenden Agarose-Gelelektrophorese und 
ompA Northern Blot Analyse von E. coli RNA isoliert mit Losungen verschiedener 
Volumina von Losungen der Komposition aus kationischer Verbindung und 
Protonendonor in verschiedenen Konzentrationen. 

Fig. 5 zeigt die ompA („outer membrane protein A") Northern Blot Analyse von E. 
coli RNA isoliert nach Rifampicin-Zugabe mit bzw. ohne Losung der 
eri'indungsgemaBen Komposition. 

Fig. 6 zeigt die bla (B-lactamase) Northern Blot Analyse von E. coli RNA isoliert 
nach Rifampicin-Zugabe mit bzw. ohne Venwendung der Komposition aus 
kationischer Verbindung und Additiv bzw. deren wasseriger Losung. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die voriiegende Erfindung ertautem: 
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Beispiel 1 

RNA-Isolierung aus E. coli 

Eine wasserige Losung bestehend aus 4% (w/v) 
Tetradecyltrimethylammoniumoxalat 

200mM Weinsaure wird mit Natronlauge auf folgende pH-Werte eingestelit: 

2,2 (ohne Zugabe von NaOH); 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 und 5,0. 

25. 

Zur Versuchsdurchfuhrung werden pro Ansatz zu 400|j| einer Kultur von E. coli'm 
LB-Medium je 2; 3 bzw. 4 Volumen der Detergenz-Losung der verschiedenen pH- 
Werte zupipettiert, und die RNA-Isolierung naoh foigendem Protokoll durchgefuhrt: 

-Zugabe von 400ijl der E. coli Kultur zur vorgelegten Detergenz-Losung, vortexen 

-Zentrifugation 5000 x g 10min bei 4°C 

-Oberstand dekantieren 

-Pellet in 1 ml HgO resuspendieren 

-Zentrifugation 5000 x g 10 min bei 4°C 

-Oberstand dekantieren 

-Pellet In 100pl TE-Puffer^^ mit 400pg/ml Lysozym resuspendieren 

-Inkubation 5min bei Raumtemperatur 

-Zugabe von SOOpI RLT-Puffer^^ vortexen 

-Zugabe von 260ijI H2O, vortexen 

-Zugabe von 40|jI Proteinase K (18mg/ml), vortexen 

-Inkubation 10min 55°C 

-Zentrifugation 3min 14000 xg 

^^TE Puffer besteht aus 10 mM Tris-HCI und 1 mM EDTA, der bei einem pH-Wert 
von 8 puffert. 

^^Unter RLT-Puffer ist ein handelsublicher Puffer (erhaltlich von der Fa. QIAGEN, 
Hilden) auf der Basis eines Guanidiniumsalzes - wie z.B. Guanidinium- 
isothiocyanat - und eines Alkalisalzes einer mehrbasischen organischen Saure 
sowie p-Meroaptoethanol zu verstehen, der bei pH 7 puffert. 
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-Uberstand abnehmen, Zugabe von 350|jI 100% Ethanol, vortexen-Laden der 
Losung auf RNeasy Mini spin column 

-weltere Aufarbeitung wie aus dem Stand der Technik bekannt - z.B. wie Im 
RNeasy® Mini Protokoll der Fa. QIAGEN, Hilden zur Isolierung von total RNA aus 
Bakterien ab Schritt 5 beschrieben. 

Fig. 1 zeigt die RNA-Ausbeute in Abhangigkeit vom pH-Wert der Detergenz-Losung 
und vom Volumenverhaltnis zwischen Kultur und Detergens-Losung 

Die erhaltenen Resuitate zeigen auBerdem, daB sich die hochsten Ausbeuten an 
RNA dann erzielen lassen, wenn die wasserige Losung der erfindungsgemaBen 
Komposition einen pH-Wert in einem Intervall von 3,5 bis 5,0 aufweist. 

Die Intaktheit der RNA wird per Agarose-Geleiektrophorese analysiert. In alien 
Fallen werden intakte ribosomale RNA Banden gefunden. 

Beispiel 2 

RNA-lsolierung aus E. co// mit verschiedenen Protokollvarianten 

Ausgangsmaterial fiir die unter diesem Beispiel zusammengefaBten Experimente ist 
wiederum eine in LB-Medium angezogene E. coli Kultur. Alle verschiedenen 
Protokoll-Varianten werden unter Einsatz von je 1,5x10^ sowie 3x10^ Zellen 
durchgefuhrt. Fur diese Versuchs-Reihe wird eine wasserige Losung der 
errfindungsgemaBen Komposition mit folgender Zusammensetzung eingesetzt: 

4% (w/v) Tetradecyl-trimethyl-ammoniumoxalat 

200mM Weinsaure 

mit einem pH-wert von 4,0 

Ausgehend von folgenden Partiallschritten des RNA-lsolierungs-Protokolls werden 
verschiedene Protokoll-Varianten erstellt: 
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1) Zellernte 

Zugabe von 3 Volumen Detergenz-Losung zur E. coli Kultur, vortexen, 
Zentrifugation, 5000 x g 10 min bei 4°C, Oberstand dekantieren 

2) Waschen des Pellets 

Pellet in 1ml H2O resuspendieren, Zentrifugation 5000 x g lOmin bei 4°C, 
Oberstand dekantieren 

3) Lysozym-Verdau 

Pellet In 100|jl TE-Puffer mit 400ijg/ml Lysozym resuspendieren, Inkubation 5min 
bei Raunntemperatur 

4) Bindebedingungen einstellen 

Zugabe von 350|j| RLT-Puffer, vortexen, Zugabe von 250iJi 100% Ethanol 

5) Proteinase K Verdau 

Zugabe von 300|jI RLT-Puffer, vortexen, Zugabe von 260|jI H20, Zugabe von 40|jI 
Proteinase K (18mg/ml), vortexen, Inkubation lOmin 55°C, Zentrifugation 3min 
14000 X g, Oberstand abnehmen, Zugabe von 350|J| 100% Ethanol, vortexen 

6) Lysozym-Verdau und Proteinase K Verdau in verdunntem RLT-Puffer 
Zugabe von 300|jl RLTPuffer, vortexen, Zugabe von 160^1 H2O, vortexen, Zugabe 
von IOOjjI TE-Puffer mit 400|jg/ml Lysozym, Inkubation 5 min bei Raumtemperatur, 
Zugabe von 40^1 Proteinase K (18mg/ml), vortexen, Inkubation 10 min 55°C, 
Zentrifugation 3 min 14000 xg, Oberstand abnehmen, Zugabe von 350|j| 100% 
Ethanol, vortexen 

7) Aufarbeitung mittels einer ggf. modifizierten Silicasaule - wie z.B. mit der 
RNeasy Mini spin column (erhaltlich von der Firma QIAGEN, Hilden) 

Laden der Losung auf die Saule, weitere Aufarbeitung It. RNeasy Mini Protokoll zur 
Isolierung von total RNA aus Bakterien, Sohritt 5 
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Das Ausgangsprotokoll wird mit folgenden Protokoll-Varianten verglichen: 

Variante 1: Schritte 1); 3); 4) und 7) 
Variante 2: Schritte 1); 2); 3); 4) und 7) 

Variante 3: Schritte 1); 2), 3); 5) und 7) (Ausgangsprotoi<oll wie unter Beispiell) 
Variante 4: Schritte 1); 6) und 7) 

Fig. 2 zeigt die RNA-Ausbeute der verschiedenen Protokoll-Varianten 

Die Ergebnisse dieser Experinnente liefern einen deutlichen Hinweis dafur, daB die 
Durchfiihrung der Protokoll-Variante 1 bezuglich der RNA-Ausbeute vergleichbar ist 
mit dem Ausgangsprotokoll (Variante 3). In dieser Protokoll-Variante wird auf einen 
Waschschritt sowie auf den Proteinase K Verdau verzichtet. Insgesamt wird somit 
die Aufarbeitungs-Prozedur wesentlich verkurzt, so daB diese Protokoll-Variante in 
folgenden Beispielen als Standardmethode eingesetzt wird. 

Beispiel 3 

RNA-lsolierung aus E. coll mit verschiedenen Voiumenverhaltnissen von Kultur und 
wasserriger Losung der erfindungsgmeaBen Komposition 

Es werden wasserige Losungen der erfindungsgemaBen Komposition mit folgender 
Zusammensetzungen verwendet: 

Losung QCX 1 4% (w/v) Tetradecyltrimethylammoniumoxalat 

200mM Weinsaure 
pH 4,0 

Losung QCX 2 6% (w/v) Tetradecyltrimethytammoniumoxalat 

300mM Weinsaure 
pH 4,0 
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Losung QCX 3 8% (w/v) Tetradecyltrimethylammoniumoxalat 

400mM Weinsaure 
pH 4,0 

Losung QCX 4 1 5% (w/v) Tetradecyltrimethylammoniumoxalat 

750mM Weinsaure 
pH 4,0 

Jeweils 400|jI einer in LB-Medium {10g Trypton; 5g Hefeextralct; 10g NaCI; H2O ad 
1000ml) gewachsenen E. co// Kultur werden mit 2; 3 bzw. 4 Volumina der jeweiligen 
Losungen versetzt, und nach dem in Beispiel 2 definierten Standardprotokoll 
aufgearbeitet. 

Fig. 3 zelgt die RNA-Ausbeute in Abhangigkeit vom Volumen der wasserigen 
Losung der kationischen Verbindung gemaB Formel 1 und Additiv. 

Wie aus den experimentellen Befunden hervorgeiit, sind die RNA-Ausbeuten be! 
Einsatz von 2 bzw. 3 Volumina der verschiedenen Detergenz-Losungen durchaus 
vergleichbar. Bei Einsatz von 4 Volumen der oben beschriebenen Losungen kommt 
es zu einem gewissen Verlust an RNA-Ausbeute. Innerhalb der Ansatze unter 
Einsatz von 2 bzw. 3 Volumina der Detergenz-Losung werden mit den Losungen 1 ; 
2 und 3 vergleichbar hohe Ausbeuten erzielt. 

Um die Intaktheit der isolierten RNA beurteilen zu konnen, wird die RNA auf 
denaturlerenden Agarosegelen aufgetrennt und anschlieBend eine Northern Blot 
Analyse durohgefiihrt (vgl. Fig. 4!). 

Die visuelle Analyse der rRNA-Banden zeigt grolBtenteils intakte ribosomale RNA- 
Banden auf dem Agarosegel. Lediglich die bei Venwendung von Losung 4 
erhaltenen Banden deuten auf eine teilweise Degradierung der RNA. Dieser Befund 
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wird durch eine Northern Blot Analyse gesichert, bei der mit einer gegen die ompA 
(„outer membrane protein A"*) mRNA aus E. co// gerichtete Sonde hybridisiert wird. 

*Bei der ompA mRNA handelt es sich mit einer Halbwertszeit von 15 min um ein 
relativ langlebiges RNA-Transkript (Nature 1984, 312: 75 - 77). 

Wieder zeigt sich eine Degradierung der RNA, die mit Hilfe der Losung 4 isoliert 
wird. Bei Vergleich der ubrigen RNA-Proben zeigen sich die scharfsten ompA 
mRNA-Banden in den Spuren, in denen RNA mit der Losung 1 isoliert wird. 
Insgesamt weisen die RNA-Proben, die mit den Losungen 1 - 3 isoliert worden sind, 
jedoch nur sehr geringe Unterschiede bezuglich der RNA Qualitat auf . 

Fig. 4 gibt das Ergebnis der denaturierenden Agarose-Gelelektrophorese und ompA 
Northern Blot Analyse von E. coli RNA isoliert mit Losungen verschiedener 
Volumina und Konzentrationen wieder. 

Beispiel 4 

Stabilisierung von E. coli RNA 

Zur Beurteilung der Stabilisierungseffizienz werden in diesem Beispiel Experimente 
durchgefuhrt, in denen den E. co// Zellen im Kulturmedium der RNA-Polymerase- 
Inhibitor Rifampicin zugegeben wird (FEBS Letters 1998, 440: 172 - 174). Damit 
wird die Neusynthese von RNA-Transkripten verhindert, wodurch die Analyse der 
Degradierung von RNA-Transkripten erieichtert wird. Zu definierten Zeitpunkten 
nach Zugabe des Inhibitors erfolgt die RNA-lsolierung aus den Zellen. Als 
Kontrollen dienen Ansatze, mit denen analog verfahren wird, jedoch die RNA ohne 
Zusatz der Losung isoliert wird {RNeasy Standard-Protokoll). Zur Beurteilung der 
Intaktheit der mRNA werden nach der RNA-lsolierung Northern Blot Experimente 
durchgefuhrt. 



wo 02/00600 



28 



PCT/EPOl/07281 



Fig. 5 zeigt die ompA („outer membrane protein A") Northern Blot Analyse von E. 
coli RNA isoliert nach Rifampicin-Zugabe mit bzw. ohne Losung der 
erfindungsgemaBen Komposition. 

Bei der ompA mRNA handelt es sich um ein E. co// Transkript, daB unter den 
gewahlten Kulturbedingungen eine Halbwertszeit von 15 Minuten aufweist (Nature 
1984, 312: 75 - 77). Die Northern Blot Analyse (Fig. 5) zeigt, daB in den Proben, 
die mit der erfindungsgemaBen Losung behandelt werden, uber den gesamten 
untersuchten Zeitraum (bis zu 15 Minuten) ein gleichmaBig intensives Signal fur die 
ompA mRNA zu detektieren ist. Im Gegensatz dazu ist fur die ompA mRNA in den 
Proben ohne Zusatz des Detergenz bereits naoh 0 bis 5 Minuten ein deutlicher 
Veriust des Transkripts zu verzelchnen. 

Fig. 6 zeigt die bla (B-lactamase) Northern Blot Analyse von E. coli RNA isoliert 
nach Rifampicin-Zugabe mit bzw. ohne Verwendung der Komposition bzw. der 
wasseriger Losung aus katiionischer Verbindung und Additiv. 

Bei einer Northern Blot Analyse fur die B-lactamase mRNA (bla) ist derselbe Effekt 
noch deutlicher nachzuweisen. Dieses mRNA Transkript besitzt unter den 
gewahlten Kulturbedingungen eine Halbwertszeit von 2-5 Minuten (Nature 1984, 
312: 75 - 77). Wie aus Fig. 6 ersichtlich ist, ist dieses Transkript mit vergleichbarer 
Signalintensitat uber den gesamten untersuchten Zeitraum in den RNA-Proben 
nachzuweisen, die unter Zusatz der Losung isoliert werden. In den Kontrollansatzen 
ohne die Detergenz-Losung ist dagegen bereits bei sofortiger Aufarbeitung der RNA 
(0 Minuten) ein fast volistandiger Vertust des bla mRNA Transkripts zu verzelchnen. 
Die Differenz der bla mRNA Sigrialintensitaten zwischen den beiden RNA- 
Isolierungsmethoden reflektiert die unmittelbare Stabilisierung der mRNA durch die 
entsprechende wasserige Losung der erfindungsgemaBen Komposition. 

Diese Experimente belegen, daB mit der erfindungsgemaBen Komposition die 
Mogiichkeit eroffnet wird, RNA-Expressionsprofile von Bakterien im Zustand der 
Flussigkultur zu fixieren, ohne daB dabei Artefakte aus der Isolierungsprozedur zu 
einer Verzerrung des Expressionsmusters fuhren. 
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Beispiel 5 

RNA-Stabilisierung mit Tetradecyitrimethyiammoniumbromid (TTAB ) 

In den folgenden Experimenten wird eine TTAB-Losung folgender 
Zusammensetzung verwendet: 

4% (w/v) TTAB 
200mM Weinsaure 
pH 4,0 

Verschledene Bakterien-Specles unterscheiden sich u.a. in der Beschaffenheit ihrer 
Zellwand. Beim Einsatz unterschiedlicher Species ist der ZellaufschluB ein l<ritischer 
Scliritt zur Isolierung von RNA. Gegenuber dem enzymatisclien ZeliaufscliluB, der 
insbesondere fur Gram-negative Bakterienspezies zu guten Ergebnissen fulirt, 
bietet ein mechanischer ZeliaufscliluB potentiell die Moglichkeit, verschiedenste 
Species aufzuschlieBen. 

Die nachfolgende Tablelle zeigt einen Vergleich der verschiedenen Ausbeuten, die 
zum einen nach Methoden des Standes der Technik (RNeasy unter Durchfuhrung 
eines Lysozym-vermlttelten ZellaufschluBes), unter Venwendung der 
erfindungsgemaBen Komposition und RNeasy inklusive des Lysozym-Verdaus, 
sowie unter Venwendung der erfindungsgemaBen Komposition und RNeasy, wobei 
der enzymatische ZellaufschluB durch den Einsatz der Kugelmuhle unterstutzt 
wurde. Bei der Verwendung der Kugelmuhle (MM 300 der Firma QIAGEN) wurden 
pro Ansatz 50 mg Saure-gewaschene Glasbeads (Durchmesser 150-600 \im) 
verwendet. Der ZellaufschluB in der Kugelmuhle erfolgte fur 5 min bei maximaler 
Schuttelgeschwindigkeit (30 Hz). 
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Tab. 2 



RNA-Ausbeuten aus 1x10° Zellen B. subtilis bei verschiedenen 
ZellaufschluBmethoden und anschlieBender RNA-lsoiierung mit RNeasy® 



ZellaufschluB 


Lysozym- 
verdau 


TTAB-Losung 
+ Lysozym- 
verdau 


TTAB-Losung 
+ Kugelmuhle 
+ Lysozym- 
verdau 


B. subtilis in LB-Medium 


7|Jg 


15|jg 


19 ng 


B. subtilis in iVlineral- 
IVIedium 


3pg 


8Mg 


10 Mg 



Wie aus dem Vergleich deutlich ersiclitlich ist, fuiirt die RNA-isolierung mit der 
Losung der erfindungsgemaBen Komposition in Kombination mit einem 
mechanischen ZellaufschluB zu einer ca. 25 %-igen Erhohung der Steigerung im 
Vergleich zum enzymatischen ZellaufschluB unter Verwendung der Losung (Tab. 
2). Im Vergleich zur RNA-lsolierung nach RNeasy Standardprotokoll wurde durch 
den mechanischen ZellaufschluB unter Einsatz der Detergenz-Losung im Schnitt 
eine Verdreifachung der Ausbeute erzielt. 

Diese Ergebnisse offenbaren einen deutlich Hinweis, daB der enzymatische 
ZellaufschluB unter Einsatz der Detergenz-Losung auch bei den Gram-positiven B. 
subtilis ZeWen effizient verlauft, so daB hier optional auf einen mechanischen 
ZellaufschluB verzichtet werden kann. 

Die Verwendung einer mechanischen AufschluBmethode - wie der Kugelmuhle - 
eroffnet aber zudem die Moglichkeit, unter Verzicht auf einen enzymatischen 
ZellaufschluB eine ca. 6-fache Ausbeutesteigerung im Vergleich zur RNA-lsolierung 
ohne enzymatischen oder mechanischen ZellaufschluB zu erreichen, wie der 
nachfolgende experimentelle Befund eindeutig belegt: 
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Ais Ausgangsmaterial dient eine in LB-Medium gewachsene Kultur von Bacillus 
subtilis. Verglichen werden die RNA-Ausbeuten aus jeweils 1,8 x 10^ Zeilen pro 
Ansatz (Tab. 3). In einem Teil der Proben erfolgte der ZellaufschluB mit Hllfe einer 
Kugeimuhle (IVIM300 der Firma QIAGEN) unter Einsatz von 50mg Saure- 
gewaschenen Glasbeads (Durchmesser 150-600 jjm) pro Ansatz verwendet. Der 
ZellaufschluB in der Kugelmiihle erfolgte fur 5 min bei maximaler 

Schuttelgeschwindigkeit (30 Hz). In einem anderen Teil der Proben wurde weder 
ein enzymatlscher noch ein meachanischer ZellaufschluB durchgef uhrt wufde. 
(Literaturstelle: J. Microbiol. Methods 44 (2001): 235 - 238) 
Promega "SV Total RNA Isolation System" 

Tab. 3 

RNA-Ausbeute aus Bacillus subtilis in Abhangigkeit von der Zell-AufschluBmethode 
und der Zugabe der TTAB-Losung 





Ohne 

enzymatischen 
Oder 

mechanischen 
ZellaufschluB 


Mechanischer 
ZellaufschluB 


Verwendung 
der TTAB- 
Losung 


Spg 


18 pg 



wo 02/00600 



32 



PCT/EPOl/07281 



Patentanspruche 

1 . Verwendung einer Komposition umfassend als Bestandteile eine kationische 
Verbindung der allgemeinen Formel 

Y^R-i R2R3R4 X 

worin 

Y Stickstoff Oder Phosphor 

Ri, R2, Raund R4unabhangig voneinander einen unverzweigten oder 
verzweigten d-Cao-Alkylrest und/oder einen C7-C2o-Arylrest sowie einen Ce- 
C26-Arall<ylrest und 

X' ein Anion einer anorganischen oder organischen, ein- oder 
mehrbasischen Saure 

bedeuten konnen 

und mindestens einen Protonendonor 

zur Stabilisierung und/oder Isoliemng von Nukleinsauren in bzw. aus 
IVlikroorganismen - wie Prokaryonten, Pilzen, Protozoen oder Algen. 

2. Verwendung einer Komposition nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dal3 Y Stickstoff bedeutet. 

3. Verwendung einer Komposition nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet Ri einen hoheren Alkylrest mit vorzugsweise 12, 14 oder 16 
Kohlenstoffatomen und R2, Rsund R4jeweils eine Methylgruppe bedeutet. 
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4. Verwendung einer Komposition nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Anion X" aus der Gruppe der Anionen von 
Halogenwasserstoffsauren Oder Anionen ein- oder zweibasischer organischer 
Sauren ausgewahit wird. 

5. Verwendung einer Komposition nacii Ansprucli 4, daduroii geI<ennzeiGhnet, 
daB das Anion X" Anionen aus der Gruppe Bromid, Ghlorid, Piiosphat, Sulfat, 
Formiat, Acetat, Propionat, Oxalat, IVlalonat, Succinat oder Citrat ausgewahit 
wird. 

6. Ven/vendung einer Komposition nacii einem der Anspruche 1 bis 5 dadurch 
gel<ennzeiohnet, daB der Protonendonor aus der Gruppe der gesattigten 

aliphatischen IVIonooarbonsauren, der ungesattigten Alkenyl-carbonsauren, ' 
der gesattigten und/oder ungesattigten aliphatisohe Ca-Ce-Dicarbonsauren 
und/oder Tricarbonsauren, der aliphatischen Ketodicarbonsauren, der 
Aminosauren oder aus der Gruppe der Mineralsauren oder deren Saize allein 
Oder in Kombination ausgewahit wird. 

7. Venwendung einer Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB als aliphatische Monocarbonsaure eine d-Ce-Alkyl-carbonsaure, 

vorzugsweise Essigsaure, Propionsaure, n-Buttersaure, n-Valeriansaure, j 
Isovaleriansaure, Ethyl-methyl-essigsaure (2-Methyl-buttersaure), 2,2- I 
Dimethylpropionsaure (Pivalinsaure), n-Hexansaure, n-Octansaure, n- 
Decansaure bzw. n-Dodecansaure (Laurinsaure) oder Mischungen der 
genannten Sauren eingesetzt werden. 

8. Venwendung einer Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, I 
daB als aliphatische Alkenyl-carbonsaure Acrylsaure (Propensaure), 

Methacrylsaure, Grotonsaure, iso-Crotonsaure oder Vinylessigsaure oder 
Mischungen der genannten Sauren eingesetzt werden. 

L 

i 
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9. Verwendung einer Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet 
als gesattigte aliphatische Ca-Ce-Dicarbonsaure eine Dicarbonsaure aus der 
Gruppe Oxalsaure, Malonsaure, Bersteinsaure, Glutarsaure bzw. Adipinsaure 
Oder Mischungen der genannten Sauren eingesetzt werden. 

10. Verwendung einer Komposition nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Protonenedonoren aliphatische Dicarbonsauren, vorzugsweise 
Oxalsaure oder Bersteinsaure oder Mischungen der genannten Sauren 
eingesetzt werden. 

1 1 . Verwendung einer Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Protonendonoren aliphatische Hydroxi-di- und -tricarbonsauren, 
vorzugsweise Tartronsaure, D-(+)-, L-(-)- oder DL-Apfelsaure, (2R, 3R)-(+)- 
Weinsaure, (2S, 3S)-(-)-Weinsaure, meso-Weinsaure und Citronensaure oder 
Mischungen der genannten Sauren eingesetzt werden. 

1 2. Verwendung einer Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Protonendonoren ungesattigte Dicarbonsauren, vorzugsweise Maiein- 
und/oder Fumarsaure oder Mischungen der genannten Sauren eingesetzt 
werden. 

13. Venvendung einer Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Protonendonoren ungesattigte Tricarbonsauren, vorzugsweise 
Aconitsaure, oder Mischungen dieser Sauren eingesetzt werden. 

14. Venwendung einer Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Protonendonoren aliphatische Ketodicarbonsauren, vorzugsweise 
Mesoxalsaure oder Oxalessigsaure, oder Mischungen der genannten Sauren 
eingesetzt werden. 

15. Verwendung einer Komposition nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB als Protonendonoren Aminosauren, vorzugsweise Aminoessigsaure 
(Glycin), a-Aminopropionsaure (Alanin), a-Amino-/so-valeriansaure (Valin), a- 
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Amino-/so-capronsaure (Leucin) und a-Amino-p-methylvalerlansaure 
(Isoleucin), oder Mischungen der genannten Sauren eingesetzt werden. 

16. Verwendung einer Kompositlon nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Komposition in Form einer wasserigen Losung 
eingesetzt wird. 

17. Verwendung einer Komposition nach Anspruch 1 6, dadurch gei<ennzeichnet, 
da(3 die kationische Verbindung in der Komposition in einer Konzentratlon in 
einem Intervall von 0.01 % (WA/) bis zur Sattigung, bevorzugt zwischen 0.1 
und 10 % (WA/), besonders bevorzugt zwischen 0.5 und 8 % (WA/) und ganz 
besonders bevorzugt zwischen 2 und 6 % (WA/) vorliegt. 

18. Venwendung einer Komposition gemaB einem der Anspruche 1 bis 17 dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsauren aus Prokaryonten, den 
Archaebakterien (wie z.B. Methanothermobacter marbirgensis) oder den 
Eubakterien stammen. 

1 9. Venwendung nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Gram-positiven Bakterien stammen. 

20. Venfl/endung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Bacillus - wie z.B. Bacillus subtilis -, Staphylococcus - wie 
zum Beispiel Staphylococcus aureus oder Staphylococcus epidermis -, 
Streptomyces - wie zum Beispiel Streptomyces coelicotor oder Streptomyces 
lividans -, Falvobakterium - wie zum Beispiel Flavobakterium johnsoniae -, 
Mycobakterium - wie zum Beispiel Mycobakterium avium -, Streptococcus, 
Clostridien - wie z. B. C. difficile, C. tetani und C. perfringens -, Lysteria, 
Peptococcus, Peptostreptococcus, Enterococcus, Corynebacterium - wie z. B. 
C. diphteriae oder C. glutamicum -, Propionibakterium oder Lactobacillus 
stammen. 
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21 . Verwendung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Gram-negativen Bakterien stammen. 

22. Verwendung nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, daB 

die Nukleinsauren aus Escherichia - wie zum Beispiel Escherichia coli-, 
Pseudomonas - wie zum Beispiel Pseudomonas aeroginosa, Pseudomonas 
putida Oder Pseudomonas syringae-, Klebsiella - wie zum Beispiel Klebsiella 
pneumoniae-, Salmonella - wie zum Beispiel Salmonella typhimurium-, 
Sinorhizobium - wie zum Beispiel Sinorhizobium meiiloti -, Campylobacter 
Neisseria - wie z. B. Neisseria gonorrhoae oder N. meningitidis-. Vibrio - wie 
z. B. Vibrio cholerae-, Shigella, Serratia, Enterobacter, Acinetobacter, Proteus, 
Yersinia, Brucella - wie zum Beispiel B. abortus-, Haemophilus - wie z. B. H. 
influenza -, Bacteroides, Helicobacter - wie z. B. H. pylori -, Bordetella, 
Legionella oder Pasteurella stammen. 

23. Verwendung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Clamydien stammen. 

24. VenA^endung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus phototrophen Bakterien stammen. 

25. VenA/endung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Mycoplasma - wie z.B. Mycoplasma penetrans - 
stammen. 

26. Venwendung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Rikettsien stammen. 

27. Venwendung nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Spirochaeten stammen. 
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28. Verwendung nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Spirillen stammen. 



29. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurcii gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsauren aus eukaryotischen IVlikroorganismen stammen. 



30. Verwendung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB die 

Nukleinsauren aus Pilzen der Gruppe der Dermatophyten, der Hefen, der 
Schimmelpiize und der biphasischen Pilze stammen. 



31 . Verwendung nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB die 

Nukleinsauren aus den Hefen Saccaromyces - wie z. B. Saccaromyces 
cerevisiae -, Candida - wie z. B. Candida albicans - oder Cryptococcus - wie z. 
B. Cryptococcus neoformans - stammen. 



32. Verwendung nach Anspruch 30 , dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Schimmelpilzen der Gruppe , Aspergillus - wie zum 
Beispiel Aspergillus fumigatus - stammen. 

33. Verwendung nach Anspruch 30 , dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Schimmelpilzen der Gruppe Penicillium stammen. 

34. Venwendung nach Anspruch 30 , dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Schimmelpilzen der Gruppe Mucor stammen. 

35. Verwendung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Algen stammen. 

36. Venwendung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsauren aus Protozoen - wie z. B. Trypanosomen, Toxoplasmen, 
Amoeben, Plasmodien, Flagellaten - stammen. 
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37. Verwendung einer Komposition gemaB einem der Anspruche 1 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein enzymatischer, mechanischer, thermischer 
Oder chemischer AufschluB der Bakterien oder der Pilze oder der Protozoan 
Oder der Algen erfolgt oder eine Kombination der AufschluBmethoden 
angewendet wird. 

38. Verwendung einer Komposition gemaB einem der Anspruche 1 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert der Komposition in einem Bereich 
von 2 bis 12, bevorzugt 2 bis 8 und besonders bevorzugt in einem Intervall 
von 2 bis 5 liegt. 

39. Verfahren zur Herstellung einer der Kompositionen nach einem der Anspruche 
1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB man die einzelnen Bestandteile 
gegebenenfalls in wasseriger Losung zusammenfugt und vermischt. 

40. Diagnostische Zusammensetzung, enthaltend eine Komposition gemaB einem 
der Anspruche 1 bis 17. 

41 . Kit zur Stabilisierung von Nukleinsauren enthaltend eine Komposition gemaB 
einem der Anspruche 1 bis 1 7. 

42. IVIischung enthaltend eine biologische Probe gemaB einem der Anspruche 1 8 
bis 36 und eine Komposition nach einem der Anspruche 1 bis 17 
gegebenenfalls neben weiteren Hilfsstoffen. 
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